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得られる上に感度が高いという利点からプロテオミクス 1, 2やメタボロミクス 3, 4，薬
物代謝解析 5など幅広い分野で使用されている．文献検索ソフトである SciFinder 
Scholar で「LC/MS」をキーワードとして発表論文本数の検索を行ったところ，その
数は 1990 年頃から飛躍的に増加し続けており，LC/MS がすぐれた分析手法であるこ
とが伺える (図 1-1)． 
LC/MS 分析法が発展した背景は，1984 年の John B Fenn*らによるエレクトロスプレーイ

























磁場型 (sector)，四重極型 (quadrupole, Q)，イオントラップ型 (ion-trap, IT)，飛行時間
型 (time-of-flight, TOF)，フーリエ変換イオンサイクロトロン共鳴型 (Fourier-transform 
ion cyclotron resonance, FTICR) があり，近年ではこれらの MS を直列に組み合わせた三
連四重極型 (triple-stage quadrupole, QqQ) やイオントラップ・飛行時間型 (IT-TOF) など
のハイブリッド型 MS が製品化されている．MS の性能を評価する上で重要なキーワー
ドとしては，精密質量，質量分解能，定量性，ダイナミックレンジ，スキャンスピード，
感度が挙げられる．しかし，現状ではこれらの要件を全て最高性能で満たす MS は存在












MS での定量性と検出感度の向上に繋がり，また MS では識別が困難である異性体の分















酸などの一斉分析が報告され 14，また，親水性相互作用クロマトグラフィー (hydrophilic 













生量が pmol/g fresh weight (FW)，もしくはそれ以下であり，代謝中間体を含む通常の一
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次，二次代謝産物の内生量 (nmol–mmol/g FW) の 10–9–10–3微量となる．また，質量分
析計による植物代謝物測定は，葉や根のような器官が対象となり，0.1–1 g FW の出発材
料がスプープットの観点からも現実的なサンプル量となる．2000 年に Oliver Fiehn らが
発表した，ガスクロマトグラフィー質量分析計 (GC/MS) によるシロイヌナズナ 



















肉 1 細胞は約 10 pL であることから 10 ng FW と概算でき，通常の代謝物分析に使用し









LC/MS は高感度化の観点において，GC/MS や CE/MS に比べて理論的にも実用的にも
先行している分析手法といえる．LC/MS の高感度化の一般的な手段としては，HPLC に
おける充填剤のミクロ化とカラム内径のスケールダウンが挙げられる．前者は 2 m 以
下の微細充填剤と 60–100 MPa 程度の高圧 HPLC システムが各社から市販されており，
UPLC，UFLC 等の名称で一般化されつつある．利点としては LC 分離能の向上，分析時
間の短縮，さらにピーク形状の改善 (S/N の向上) による高感度化である 29．次に，後
者であるカラム内径のスケールダウンについて説明する．1980 年から内径 250 m 以下
のフューズドシリカキャピラリーに担体を充填したカラムのミクロ化が報告され，ミク
ロキャピラリーLC と呼ばれていた 30．その後，1984 年に ESI が開発されたことにより
6，ミクロキャピラリーLC と ESI-MS の接続も可能となり，分析物の ESI-MS における
検出感度は UV や蛍光検出器と同様に，検出器に導入される際の溶液中の濃度 (the 













ている．当該イオン化法はマイクロ ESI，またはナノ ESI と呼ばれており，微細な液滴
を噴霧することによってイオン化効率は向上し，またニードル先端をオリフィスに近づ
けることで MS への導入効率が上昇する 32, 33．LC/MS の検出感度向上の原理をまとめる
と，内径の狭いカラムにより低流速で LC 分離を行い，ESI でのイオン化効率を高め，
そして MS 内部への導入効率を上げることで達成される 31, 34-36．現在では，内径 10–150 
mのカラムを使用して流速 10–1000 nL/minで行うHPLCを「ナノ LC (ナノフローLC) 」
と総称しており 32，ナノフローLC/MS は LC/MS の中で最も高感度の分析系となる．一
般的に定義されている HPLC の名称，カラム内径，流速をまとめたものを表 1-1 に示す．
このように，ナノフローLC/MS は，高感度化を達成するための有用なツールであると
考えられる．しかし，「LC/MS」(通常，LC/MS とは，汎用 LC，またはセミミクロ LC
による分析系を指す) と同様に「nano LC/MS」をキーワードとして発表論文本数の検索
を行ったところ，増加傾向にはあるものの，報告数の合計は LC/MS の約 1%に過ぎなか








表 1-1．HPLC の定義 
名称 カラム内径 流速 本論文中での呼び名 
conventional HPLC 3.2–4.6 mm 0.5–2.0 mL/min 汎用 LC 
microbore HPLC 1.5–3.2 mm 100–500 L/min 
セミミクロ LC 
micro-LC 0.5–1.5 mm 10–100 L/min 
capillary-LC 150–500 m 1–10 L/min キャピラリーLC 



































サイトカイニン (CK)，アブシシン酸 (ABA)，ジベレリン (GA)，エチレン，ジャス
モン酸 (JA)，サリチル酸 (SA)，ブラシノステロイドに大きく分類される． 
植物ホルモン定量分析のために，間接的な分析手法である enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) がその検出感度の高さから (ABA 検出限界, 95 fmol) 40
古くから使用されてきた 41, 42．しかしながら，分子の選択性は抗体の特異性に依存す
るため，精製を行ったとしても類縁体の cross-reactivity が問題となり特定の植物ホル
モンを精度良く定量できているかどうかは定かではない．一方，MS は ELISA に比べ
て分子の選択性が高いことが最大の利点であり，植物ホルモン分析において欠かすこ
とのできない分析手法となっている 43, 44．GC/MS，もしくは GC/MS/MS は植物ホルモ
ン定量分析に最も普遍的に使用されてきた手法であるが，分析を行うには誘導体化が
必要となる．また，abscisic acid-glucosyl ester (ABA-GE) のような熱に不安定な化合物
は GC の導入部分やカラム内での高温により分解され 45-48，trans-zeatin-O-glucoside 
(ZOG) のような高極性化合物は一般的に GC-MS 分析に適していない．さらに，
indole-3-acetic acid (IAA) を分析する場合，揮発性を高めるための誘導体化として，
diazomethane や trimethylsilyldiazomethane などを使用したカルボキシル基のメチル化
が通常行われる 25, 45, 48, 49．しかしながら，MeIAA が生体内に存在していることが確認
された 50ことにより，今後は IAA を正確に定量するためには誘導体化の方法には工
夫が必要となると考えられる． 
近年では，選択性・感度の観点および誘導体化が必要ないことからマルチプルリアク







ある．以後，MRM 法を用いた LC/MS を LC/MS/MS と表記する．LC/MS/MS により，
IAA 51-56，ABA 57-60，CK 61-64 の内生量が様々な植物サンプルにおいて定量されている．
また，表 2-1 に示すようにいくつかの研究グループにおいて，3–6 の種の異なるホルモ
ン類を網羅的に定量分析した事例が報告されている 24, 46, 50, 65, 66．このように，LC/MS/MS
は網羅的植物ホルモン定量分析に適した分析手法であることが伺える．しかしながら，






用されている MS は全て QqQMS であり，セミミクロ LC と QqQMS を接続することで
およそ 1–10 fmol の検出感度を達成しているが，QqQMS は大変高価な MS である．一
方，ITMS は QqQMS と比べて感度は不十分であるが相対的に安価であり，また長期間 
 
表 2-1．LC/MS/MS による網羅的植物ホルモン定量分析事例 
著者 (所属国) 測定対象ホルモン LC カラム MS 発表年 引用文献
Durgbanshi, A. et al. 
(ドイツ) 
IAA, ABA, JA 
2.0 mm × 100 mm, 
C18, 5 m QqQ 2005 65 
Chiwocha, S. D. et al. 
(カナダ) 
IAA, ABA, CK, 
GA 
2.1 mm × 100 mm, 




Kojima, M. et al.  
(日本) 
IAA, ABA, CK, 
GA 
2.1 mm × 100 mm, 
C18, 1.7 m QqQ 2009 66 
Pan, X. et al.  
(アメリカ) 
IAA, ABA, CK, 
GA, JA, SA 
2.0 mm × 150 mm, 
C18, 5 m QqQ 2008 50 
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安定的に使用できることが利点である 49．さらに，1 台の MS にて MSn分析が可能であ
ることから，化合物の構造情報解析やショットガンプロテオミクスなどに利用されてお
り世界中に幅広く普及している MS の一つである．また，ITMS は分析を行う上でいく
つかの制約は想定されるが，原理上 MRM 測定が可能である．ナノフローLC と ITMS
を用いて，QqQMS による LC/MS/MS と同等，もしくはそれ以上の検出感度で網羅的プ
ロファイリングが達成できればその有用性は計り知れない．したがって，本研究では網
羅的高感度ホルモン定量分析系構築に ITMS を検出器として採用した． 
また，微量成分である植物ホルモンの定量を行うためには植物組織から効率よく抽出
し，さらに ESI における感度と定量性の低下の原因となるイオン化サプレッションの影


















2-2.  実験方法 
2-2-1.  試薬 
本研究で使用した植物ホルモン類とその類縁体，およびそれらの内部標準物質の名称，
本論文で使用する略称を表 2-2 に示した．iP はナカライテスク (京都) から，IAA，GA3，
GA4，Z，ZR，iPR，ABA は Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA) から購入した．その
他の非標識化合物，および全ての重水素標識化合物は OlChemIm Ltd. (Olomouc, Czech 
Republic) から購入した．アベナンスラミ A (N-(4-hydroxycinnamoyl)-5-hydroxyanthranilic 
acid, avenanthramide A) は石原亨 (京都大学大学院，現・鳥取大学) が合成したものを譲
渡して頂いた．純水と酢酸は和光純薬 (大阪) の HPLC グレードのものを使用した．ア





分類 a 化合物名 略称 内部標準物質 略称 
CK trans-ゼアチン-O-グリコシド ZOG [2H7]ジヒドロゼアチン-O-グリコシド d7-DHZOG
CK trans-ゼアチン Z [2H3]ジヒドロゼアチン d3-DHZ 
CK ジヒドロゼアチン DHZ [2H3]ジヒドロゼアチン d3-DHZ  
CK trans-ゼアチンリボシド ZR [2H3]ジヒドロゼアチンリボシド d3-DHZR 
CK ジヒドロゼアチンリボシド DHZR [2H3]ジヒドロゼアチンリボシド d3-DHZR 
CK イソペンテニルアデニン iP [2H6]イソペンテニルアデニン d6-iP  
CK イソペンテニルアデノシン iPR [2H6]イソペンテニルアデノシン d6-iPR 
ABA アブシシン酸グルコシルエステル ABA-GE [2H6]アブシシン酸 d6-ABA 
GA ジベレリン A1 GA1 [2H2]ジベレリン A1 d2-GA1  
GA ジベレリン A3 GA3  [2H2]ジベレリン A1 d2-GA1  
auxin インドール-3-酢酸 IAA [2H5]インドール-3-酢酸 d5-IAA 
ABA アブシシン酸 ABA  [2H6]アブシシン酸 d6-ABA  
GA ジベレリン A4 GA4  [2H2]ジベレリン A4 d2-GA4  
GA ジベレリン A7 GA7 [2H2]ジベレリン A4 d2-GA4  




2-2-2.  実験材料 
本章ではシロイヌナズナ (ecotype, Columbia) とタバコ (cv. Xanthi) を実験材料とし
て使用した．播種後12日目のシロイヌナズナ実生サンプルは，1.5% (w/v) スクロースを
添加した1/2MS (Murashige and Skoog) 67液体培地68で22°C，24時間明期 (光合成光量子束
密度，50 mol m–2s–1) 条件で培養し回収した．シロイヌナズナとタバコは，グロースチ
ャンバー (16時間明期/8時間暗期，光合成光量子束密度，150 mol m–2s–1) にて，それぞ
れ22°C，25°Cの温度条件で栽培した．シロイヌナズナロゼット葉は播種後40日目，タバ
コ葉は播種後60日目の植物体からサンプリングを行った．全てのサンプルは重量を計測
した後に2-mLチューブ (Eppendorf AG, Hamburg, Germany) に回収した．回収したサンプ
ルは直ちに液体窒素で凍結させ，サンプルの抽出時まで–80°Cで保存した． 
 
2-2-3.  分析機器 
本章における分析はキャピラリーLC/ITMS，もしくはナノフローLC/ITMSシステムを
使用した．当該システムは，SwitchosローディングポンプとFamosオートサンプラーが
付随したUltimateキャピラリー，またはナノフローLC (Dionex Corp., Sunnyvale, CA, 
USA) とESI，またはナノESIイオン源を装着したITMS，Esquire 3000 plus (Bruker 
Daltonics Inc., Billerica, MA, USA) から構成されている．LC，MS，データ収集はEsquire 
Control 5.1 software (Bruker Daltonics) を用いて制御した．データ解析はData Analysis 3.1 










2-2-4.  スプレイヤーチップ一体型ナノフローカラム作製法 
スプレイヤーチップ一体型ナノフローカラムは，以前に報告された方法38に従い作製
した (図2-1)．内径75 m，外径375 mのフューズドシリカキャピラリー (GL Sciences，
東京) を加熱することでキャピラリー表面のポリイミドコーティングを剥がした．次に，
コーティングを除去することによりシリカが剥き出しとなった箇所に対してCO2レー
ザーを基盤としたキャピラリープラー (モデルP-2000，Sutter Instrument Co., Novato, CA, 
USA) により微細加工処理することで先端径が7–9 mのナノフローLC用のスプレイヤ
ーチップを作製した．続いて，カラム充填器 (日京テクノス，東京) を用いて充填剤，
Inertsil ODS-3 C18 (粒子径3 μm，ポアサイズ100-Å，GL Sciences) をスプレイヤーチップ















(A) キャピラリープラー (モデル P-2000，Sutter Instrument 社製)．(B) 先端径が 8 m の





2-2-5.  インフュージョン分析条件 
非標識体と重水素標識体の植物ホルモン類とその類縁体をそれぞれアセトニトリル/
水/酢酸 (50/50/0.05，体積比) 水溶液で希釈し10 mol/Lの濃度に調製した．それぞれの
調製溶液をシリンジポンプ (74900 series, Cole-Parmer Instrument Co., Vernon Hills, IL, 
USA) を使用して4 L/minの流速でESI-ITMSにてインフュージョン分析を行った．サイ
トカイニン (非標識体7種: ZOG, Z, DHZ, ZR, DHZR, iP, iPR，重水素標識体5種: 
d7-DHZOG, d3-DHZ, d3-DHZR, d6-iP, d6-iPR) は正イオンモードで，アブシシン酸 (非標識
体2種: ABA-GE, ABA，重水素標識体1種: d6-ABA)，オーキシン (非標識体1種: IAA，重
水素標識体1種: d5-ABA)，ジベレリン (非標識体4種: GA1, GA3, GA4, GA7，重水素標識体














2-2-6.  キャピラリーLC/MS/MS分析条件 
サンプルを保持・濃縮させるためのプレカラムとして300 m × 5 mm，粒子径5 μm，






キャピラリーLCカラムは300 m × 150 mm，粒子径3 μm，Inertsil ODS-3 C18 カラム (GL 
Sciences) を使用した．移動相の溶媒組成は水/アセトニトリル/酢酸 (95/5/0.05，体積比)，
(A液)，アセトニトリル/水/酢酸 (95/5/0.05，体積比)，(B液) とした．流速はCAP-200ス
プリッター (Dionex) を用いて4 L/minに設定した．分離はアセトニトリル濃度を上げ
るグラジエント溶出にて行った．塩基性代謝物であるサイトカイニンと酸性代謝物であ
るアブシシン酸，オーキシン，ジベレリンは異なるLC条件で実施した．サイトカイニ
ンのグラジエント条件は，B液0–30% (20分間)，30–90% (5分間)，90% (10分間) 行い，3
分後初期状態に戻し7分間カラムの平衡化を行った．アブシシン酸，オーキシン，ジベ
レリンの条件は，B液20–40% (15分間)，40–65% (10分間)，65–90% (2分間)，90% (8分間) 
行い，3分後初期状態に戻し7分間カラムの平衡化を行った．両者の条件ともLC分離時
間の合計は45分であった．  
MRM モードでのキャピラリーLC/MS/MS 分析は，正イオンモードでの MRM 法 1 (サ
イトカイニン) と負イオンモードでの MRM 法 2 (アブシシン酸，オーキシン，ジベレリ
ン) にて実施した．最適化した一部の MRM 法の MS/MS パラメータを表 2-3 に示した．
MRM 法 1 における 12 種の MRM トランジションは表 2-3 に記載したように化合物の溶
出時間に基づき 3 種のタイムピリオド (ピリオド 1：0–15.0 分，ピリオド 2：15.0–23.0
分，ピリオド 3：23.0–45.0 分) に分けて行った．MRM 法 2 における 11 種の MRM トラ
ンジションも同様に，3つのタイムピリオド (ピリオド1：0–14.5分，ピリオド2：14.5–25.0
分，ピリオド 3：25.0–45.0 分) に分割して行った．表 2-3 に示した以外の MRM モード
での最適化した MS パラメータは次のように設定した．走査範囲は m/z 50–500，走査速
度は 13,000 u s–1，ネブライザーガス圧力は 9.0 psi，ドライガス流量は 4.0 L/min，ドライ
ガス温度は 250°C，サンプル安定度は 100%，MRM 法 1 でのキャピラリー電圧は–3.0 kV，
MRM法 2では 3.0 kV，ターゲットイオン数はMRM法 1で 500,000，MRM法 2で 100,000，
16 
 
最大イオン蓄積時間を 50 ms に設定し積算回数は 4，全ての MRM トランジションにお
けるフラグメント振幅電圧は 1.0 V に設定した．植物ホルモン類の定量を行うための検
量線作成は，以下の濃度に示した混合標準品溶液を使用して行った．0，0.05，0.1，0.5， 
 
表 2-3．キャピラリーLC，またはナノフローLC/MS/MS での MRM 法の最適値 
その他の MRM パラメータは 2.2.6，2.2.7 に記載． 
MRM 法 1 (正イオンモード) 













382.0  2.0  
d7-DHZOG 391.0  2.0  
Z 219.9  1.0  
DHZ 221.9  1.0  




352.0  1.0  
DHZR 354.0  1.0  
d3-DHZR  357.0  2.0  
iP 203.9  3.0  




336.0  3.0  
d6-iPR 342.0  3.0  




424.6  4.0  
GA1 346.7  1.0  
d2-GA1  348.7  1.0  




173.5  2.0  
d5-IAA 178.5  2.0  
ABA  262.6  3.0  




330.7  1.0  
d2-GA4  332.7  1.0  
GA7 328.7  1.0  
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1，5，10，50，100，500，1,000 nmol/L (全ての水溶液に対して 100 nmol/L: d7-DHZOG, 
d3-DHZR, d6-iP, d6-iPR, d6-ABA，500 nmol/L: d2-GA1, d5-IAA, d2-GA4，1,000 nmol/L: d3-DHZ
の固定濃度での重水素標識体を含む)．植物ホルモン類の検量線作成における分析は各
濃度で 3 回ずつ行い，それぞれのホルモン類ごとに非標識体と重水素標識体との MRM
クラマトグラムのピークエリアの比率から検量線を作成した． 
フルスキャンモード (走査範囲 m/z 50–500) でのキャピラリーLC/MS 分析条件は，タ
ーゲットマス，m/z 250；トラップ駆動レベル，100% (正イオンモード)，50% (負イオン
モード)；ターゲットイオン数，50,000 (正イオンモード)，10,000 (負オンモード) に設
定し積算回数 7 とした．その他の MS パラメータは MRM モードでの分析時と同じ値に
設定した． 
 
2-2-7.  ナノフローLC/MS/MS 分析条件 
ナノフローLC は，2-2-4.で自作したスプレイヤーチップ一体型ナノフローカラム (75 
m × 150 mm，粒子径 3 μm，Inertsil ODS-3 C18) を使用した．カラムとスプレイヤーが
独立した分析系の場合は，ナノ LC カラム (75 m × 150 mm，粒子径 3 μm，Inertsil ODS-3 
C18，GL Sciences) とスプレイヤーチップである Pico TipTMEmitter (チップ先端径 10 ± 1 
m，New Objective Inc.,Woburn, MA, USA) を用いて実施した．流速は CAP-75 スプリッ

















1,000 nmol/L (全ての水溶液に対して20 nmol/L: d7-DHZOG, d3-DHZR, d6-iP, d6-iPR，100 
nmol/L: d6-ABA，200 nmol/L: d3-DHZ，500 nmol/L: d2-GA1, d5-IAA, d2-GA4の固定濃度での
重水素標識体を含む)．検量線作成も2-2-6.で示した同様の方法で行った． 
 
2-2-8.  サンプル調製法 
植物ホルモン類の抽出は，以前に報告された方法61を一部修正して行った．2-mLチュ
ーブ内で–80°Cで保存していた植物試料に対して，ジルコニア製ボール1個を加え，20 Hz
で1分間ボールミル (Model MM301, Retsch GmbH, Haan, Germany) により破砕した．次
に，1 mLの重水素標識体の内部標準物質を含む抽出溶媒 (modified Bieleski’s solvent，メ
タノール/水/ギ酸：75/20/5，体積比) にて抽出した．キャピラリーLC/MS/MS定量分析
の場合の抽出溶媒への内部標準物質の添加量は，10 pmol (d7-DHZOG, d3-DHZR, d6-iP, 
d6-iPR, d6-ABA)，50 pmol (d2-GA1, d5-IAA, d2-GA4)，100 pmol (d3-DHZ) であった．ナノフ
ローLC/MS/MS定量分析の場合は，2 pmol (d7-DHZOG, d3-DHZR, d6-iP, d6-iPR)，10 pmol 
(d6-ABA)，20 pmol (d3-DHZ)，50 pmol (d2-GA1, d5-IAA, d2-GA4) の内部標準物質を抽出溶











去した後に1 mLの1 mol/Lギ酸水溶液で再溶解させた後に30 mg Oasis HLBカートリッジ 
(Waters Corp., Milford, MA, USA) を使用して精製を行った．Oasis HLBカートリッジはあ




100 Lの0.05%酢酸水溶液で再調製し，0.45 mフィルター (GL Sciences) に通したもの
を分析系に供した．当該精製法を以後，「シングルモード精製法」と表記する． 
2つ目の方法は以前に報告された手法69を一部改良したものである．サンプル抽出液を
あらかじめ1 mLメタノールで活性化させた30 mg Oasis HLBカートリッジに素通りさせ，
遠心濃縮機を用いて回収したサンプル中の溶媒を除去した．乾燥させた抽出物を1 mL
の1 mol/Lのギ酸水溶液で再溶解させ，30 mg Oasis MCX (Waters) カートリッジにて精製









2-3.  結果 
2-3-1.  スプレイヤーチップ一体型ナノフローカラムを用いた分析系の検証 
第一章で述べたように，カラム内径のスケールダウンにより ESI-MS の検出感度は向
上することが知られている．一方，カラム内径の違いによる相対的感度増加率の理論値 
(theoretical downscaling factor; ftheor) は次式から算出することができる 31． 
 
 
dc1: 基準となるカラム内径，dc2: 比較対照のカラム内径 
粒子径を含む担体の種類とカラムの長さが同じであるならば，理論的には内径 4.6 mm
の汎用 LC カラムよりも，2.0 mm のセミミクロ LC カラムは 5 倍，0.3 mm のキャピラ
リーLC カラムは 235 倍，75 m のナノフローLC カラムは 3,762 倍，感度増加が期待で
きる．また，0.3 mm のキャピラリーLC カラムを基準とした場合，75 m のナノ LC カ
ラムは 16 倍高くなることが理論的には算出される (表 2-4)．通常のナノフローLC/MS





(図 2-2 B)，保持時間や質量分析感度が一定しない問題が生じた． 
そこで，次に上記の問題を解決するために 2002 年に石濱ら 38が考案したナノフロー 
LC カラムとスプレイヤーチップが一体型となったカラムを作製して再度検証を行った． 
 
表 2-4．カラム内径の違いによる相対的感度増加率  
  Column i.d. (mm) 
  4.6  2.0  0.3  0.075  
ftheor. 
1 5 235 3,762 


















図 2-2．カラムとスプレイヤーチップが独立したナノフローLC/MS 分析系． 






2-3 (A) に示す．本分析法の有用性を検証するために図 2-2 A に示した従来分析法との
比較を行った．それぞれの分析系において同一量のアベナンスラミド A 標準溶液を注



















図 2-3．スプレイヤーチップ一体型カラムを用いたナノフローLC/MS 分析系． 
(A) 一体型カラムを用いたナノフローLC/MS 模式図．(B) 2 種のナノフローLC/MS 分析
系の比較．サンプル，アベナンスラミド A (負イオンモード，m/z 298)；注入量，300 fmol；
フルスキャンモードにて実施．赤線，一体型カラムを用いた分析系 (図 2-3 A) による
m/z 298 の MS クロマトグラム．青線，カラムとスプレイヤーが独立した分析系 (図 2-2 
A) による m/z 298 の MS クロマトグラム．スケールバー，10 m． 
 
 
2-3-2.  植物ホルモン類のイオン化・フラグメント化効率の検討 
測定対象としたサイトカイニン，アブシシン酸，オーキシン，ジベレリンの非標識






を伴った CID により MS/MS スペクトルを取得した．その際の CID のパラメータであ
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るフラグメント振幅電圧は最適値の 1.0 V に設定した．得られたフラグメントパター






ターンを比較した場合，DHZR は 1 箇所で解離が起こるのに対して，GA4は複数の箇

















図 2-4．(A1) DHZR，(A2) d3-DHZR，(B1) GA4，(B2) d2-GA4 の MS/MS スペクトル． 
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表 2-5．植物ホルモン類とそれらの内部標準物質の MRM トランジション 
対象化合物 MRM トランジション 内部標準物質 MRM トランジション 
ZOG 382 > 220 d7-DHZOG 391 > 229 
Z 220 > 136 d3-DHZ 225 > 136 
DHZ 222 > 136 d3-DHZ  225 > 136 
ZR 352 > 220 d3-DHZR  357 > 225 
DHZR 354 > 222 d3-DHZR  357 > 225 
iP 204 > 148 d6-iP  210 > 148 
iPR 336 > 204 d6-iPR 342 > 210 
ABA-GE 425 > 263 d6-ABA 269 > 159 
GA1 347 > 259 d2-GA1  349 > 261 
GA3  345 > 239 d2-GA1  349 > 305 
IAA 174 > 130 d5-IAA 179 > 135 
ABA  263 > 153 d6-ABA  269 > 159 
GA4  331 > 243 d2-GA4  333 > 245 
















ージョン測定結果．平均値 ± 標準偏差 (n=3)． 
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2-3-3.  ナノフローLC/MS/MS による植物ホルモンの網羅的高感度定量測定 
キャピラリーLC やナノフローLC のような内径 1 mm 以下のカラムを用いる場合，カ
ラム内容積はそれぞれ約10 L，1 Lであるためにカラムへの注入量は通常制限される．
我々はこの問題を解決するためにプレカラムとバルブスイッチング法を採用した．キャ
ピラリーLC，およびナノフローLC システムの両者において，10 L の試料をプレカラ
ムで保持・濃縮操作を行い，その後バルブを切り替えることで濃縮を行った試料を分析
カラムに導入した． 
LC/MS/MS 分析は正イオンモード (MRM 法 1) と負イオンモード (MRM 法 2) の 2
種類の分析手法を用いて行った．最適化した主要な MRM パラメータを表 2-3 に示した．
また，MRM 法 1 の 12 種の MRM トランジション，または MRM 法 2 の 11 種の MRM
トランジションは化合物の LC 溶出時間に基づいて，それぞれ 3 つのタイムピリオドに
分割し行った (表 2-3)．ITMS による MRM 測定は MS 内部で次の手順に従い行われる．
ステップ 1. 走査範囲の分子イオン (ここでは m/z 50–500) のトラップ，ステップ 2. 特
定のプリカーサーイオンの単離，ステップ 3. プリカーサーイオンの断片化 (フラグメ
ンテーション)，ステップ 4. 特定のプロダクトイオンの単離．以上の工程を 1 つの MRM
トランジション毎に順次行っていく．一方，QqQMS はステップ 1. Q1 で特定のプリカ
ーサーイオンを単離し，ステップ 2. Q2 でフラグメンテーションを行い，ステップ 3. Q3
で特定のプロダクトイオンの単離を行うため，各 MS での役割は特化されている．した
がって，ITMS では，QqQMS に比べて 1 つの MRM トランジションを遂行する (データ
ポイントを取得する) ためにより多くの時間を要するため，結果的に MRM トランジシ
ョンの数は制限される．感度と定量性，再現性を考慮すると 1 つのタイムピリオドあた
りに導入できる MRM トランジションの数は最大で 5 つであった． 
負イオンモードでのナノフローLC/MS/MS 測定は，移動相にギ酸よりも弱酸である酢
酸を 0.05%添加し，イオン化の際に重要な MS パラメータであるキャピラリー電圧値を






エントなどの LC 条件や MS/MS 分析条件も可能な限り同じにした．対象とした植物ホ
ルモン類の検量線は，化合物ごとに非標識体とそれらに対応した重水素標識体との相対
ピークエリア比に基づいて作成した．標準品を用いたキャピラリーおよびナノフロー
LC/MS/MS の分析結果を表 2-6，表 2-7 にそれぞれ示した．また，キャピラリー，ナノ
フローLC/MS/MS クロマトグラムを図 2-6 に示した．MRM 法を用いることで，GA1や
GA3のような LC では分離不可能な代謝物においても MS 内部で選択的に分離すること
が可能であった (図 2-6)．ナノフローLC/S/MS を用いた植物ホルモン類の保持時間の精
度は相対標準偏差 (relative standard deviations, RSDs) 1.1%以下であり，ピークエリアの
ばらつきは RSDs 10.7%以下で，キャピラリーLC/MS/MS と同程度であり，高い再現性 
 
表 2-6．キャピラリーLC/MS/MS による植物ホルモン分析系のバリデーション 
対象化合物
保持時間 再現性，RSD (n=6) (%)a 検量線 直線範囲 検出限界 
  (min) 保持時間 b ピークエリア c R2 (fmol) (fmol)d 
MRM 法 1 ZOG 11.0  0.8  9.2  0.9989   5–1000 2.3 
Z 11.8  0.9  13.5  0.9924 100–10000 84 
DHZ 11.8  1.1  10.2  0.9919 100–10000 52 
ZR 16.1  0.7  6.8  0.9983   5–1000 3.2 
DHZR 16.3  0.4  7.7  0.9996   5–1000 1.3 
iP 21.2  0.7  8.0  0.9995  10–1000 4.9 
  iPR 25.0  0.3  3.8  0.9998   1–1000 0.55 
MRM 法 2 ABA-GE 7.9  3.4  12.9  0.9995  50–5000 14 
GA1 12.1  0.4  7.1  0.9967  50–5000 28 
GA3  13.0  0.5  9.5  0.9988  50–5000 12 
IAA 16.3  0.5  7.5  0.9993  50–5000 13 
ABA  18.0  0.2  7.8  0.9929   5–1000 3.1 
GA4  28.3  0.3  8.0  1.0000  500–5000 170 
  GA7 28.5  0.7  7.0  0.9980   10–1000 3.8 
a 注入量，1 pmol (ZOG, ZR, DHZR, iP, iPR, ABA, GA7)，5 pmol (ABA-GE, GA1, GA3, IAA, 
GA4)，10 pmol (Z, DHZ)．b 相対保持時間 (対象化合物/内部標準物質)．c 相対ピークエ




を得られた．相関係数を示す R2値は 0.9937–1.0000 であることから高い直線性があるこ
とも示された (表 2-7)．同様にキャピラリーLC/MS/MS においても同程度の結果を得た 
(表 2-6)．また，両者の結果を比較する上で最も重要な検出限界においては，約 10 倍向 
上した．さらに，ZOG，ZR，DHZR，iPR，ABA，GA7の検出限界範囲は 66–720 amol
であり fmol 以下の検出感度を達成した．一方，近年 4.6 mm i.d. × 150 mm の C18 カラム 
を使用したコンベショナル LC と本研究で使用した同型のイオントラップ MS を接続し
たシステムの MRM 分析における IAA 標準品の検出限界は 1.1 pmol と報告された 56． 
また，2.1 mm i.d. × 150 mm の C18 カラムを使用したセミミクロ LC と他社のイオントラ
ップ MS を接続した MRM 分析系での IAA 標準品の定量限界は 38.2 pmol と報告された
70．本研究でのナノフローLC/MS/MS の IAA の検出限界は，2.2 fmol であり (表 2-7) 上
記の報告結果よりも 500–17,000 倍検出感度が向上した． 
 
表 2-7．ナノフローLC/MS/MS による植物ホルモン分析系のバリデーション  
対象化合物
保持時間 再現性，RSD (n=6) (%)a 検量線 直線範囲 検出限界 
  (min) 保持時間 b ピークエリア c R2 (fmol) (fmol)d 
MRM 法 1 ZOG 7.7 0.6  6.0  1.0000  0.5–1000 0.17 
Z 8.4 0.6  9.7  1.0000  50–10000 18 
DHZ 8.6 1.1  10.0  0.9998  10–10000 8.5 
ZR 15.0  0.8  6.8  0.9967  0.5–1000 0.20  
DHZR 16.0  0.5  6.0  0.9979  0.5–1000 0.33 
iP 20.8 0.8  7.8  1.0000  5–1000 3.4 
  iPR 26.6 0.3  7.5  0.9989  0.1–1000 0.066 
MRM 法 2 ABA-GE 11.1 0.6  10.7  0.9987  5–5000 3.1 
GA1 11.4 0.5  7.9  0.9988  10–5000 7.5 
GA3  11.7 0.8  4.0  0.9949  10–5000 4.0  
IAA 15.9 0.4  5.0  0.9937  5–5000 2.2 
ABA  19.7 0.6  7.9  0.9998  0.5–5000 0.14 
GA4  29.9 0.1  10.1  0.9986  50–5000 17 
  GA7 29.4 0.2  2.0  0.9994  1–5000 0.72 
a 注入量，200 fmol (ZOG, ZR, DHZR, iP, iPR), 1 pmol (ABA, GA7)，2 pmol (Z, DHZ)，5 pmol 
(ABA-GE, GA1, GA3, IAA, GA4)．b 相対保持時間 (対象化合物/内部標準物質)．c 相対ピ






















図 2-6．植物ホルモン標準物質の MRM クロマトグラム． 
(A) キャピラリーLC/MS/MS，(B) ナノフローLC/MS/MS，(A1, B1) サイトカイニン
















シロイヌナズナの芽生え後の植物体 (100 mg FW) と乾燥種子 (10 mg DW) を用いて
抽出・精製操作を評価した．抽出溶媒はメタノール/水/ギ酸 (75/20/5，体積比) 61を使用
した．抽出操作は抽出効率を上げるために 2 回繰り返し，また Zhou らが指摘したよう
に 59，サーモミキサーによる攪拌とは別に，最大値に設定したボルテックスを用いて 1
分間攪拌を行った．精製はこれまで報告されている代表的な 2 つの方法を一部修正して
比較検討した．1 つ目のシングルモード精製法は，シリカベースの逆相担体 (ODS C18) 
よりも極性基の保持に優れたジビニルベンゼンと N-ビニルピロリドンの 2つのモノマー
の共重合体である Oasis HLB カートリッジの使用である．Oasis HLB，またはシリカベ
ースの逆相担体の使用は，精製操作におけるスループットが高いことが利点であり，こ
れまで植物ホルモン精製工程に数多く使用されてきた 24, 46, 53, 55, 57-59, 70．2 つ目のミック
スモード精製法は，Oasis HLB カートリッジとジビニルベンゼンにスルホン基を修飾した
カチオン交換担体，Oasis MCX カートリッジを使用したもので，サイトカイニン類の精
製に優れた方法である 61, 69．また，30 mg (1 mL) と 60 mg (3 mL) の固相担体を使用し
た際に回収されたホルモン量に統計学的に有意な差はなかったため，Zhoul らの見解 59














ラリーLC/MS 分析を行った際のトータルイオンクロマトグラムを図 2-7 に示した．さら 
に，同一サンプルに対して MRM モードで測定を行った際の個々の重水素標識体の




表 2-8．シロイヌナズナ抽出サンプルを用いた 2 種の精製法の回収率評価 
  重水素標識体の回収率 (%) 
シロイヌナズナ実生サンプル a シロイヌナズナ乾燥種子サンプル b
内部標準物質 シングルモード ミックスモード シングルモード ミックスモード
d7-DHZOG  9 ± 5 73 ± 6** 0 62 ± 9 
d3-DHZ 45 ± 8 68 ± 5* 0 47 ± 7 
d3-DHZR  37 ± 2 80 ± 2** 0 64 ± 2 
d6-iP  48 ± 15 79 ± 4* 46 ± 5 89 ± 7** 
d6-iPR 65 ± 8 95 ± 3* 20 ± 6 90 ± 2** 
d2-GA1  38 ± 8 61 ± 11* 0 13 ± 6 
d5-IAA 55 ± 6 55 ± 4 0 19 ± 11 
d6-ABA  16 ± 5 26 ± 2*  7 ± 6 17 ± 2 
d2-GA4   5 ± 2  8 ± 1  3 ± 2 12 ± 2** 
a 播種後 12 日目のシロイヌナズナ実生サンプル(100 mg FW)．b 乾燥種子 (10 mg DW)．
回収率は 9 種の重水素標識体のみを用いて抽出・精製操作を行った際のキャピラリー
LC/MS/MS で検出された各ピークエリアを 100%として実サンプルの値を算出した．平


























図 2-7．シロイヌナズナ抽出・精製サンプルのフルスキャンモード (m/z 50–500) でのキ
ャピラリーLC/MS トータルイオンクロマトグラム． 
(A) 正イオンモードでの測定，(B) 負イオンモードでの分析，(A1, B1) 播種後 12 日目





























(A) 播種後 12 日目の実生サンプル(100 mg FW)，(B) 乾燥種子 (10 mg DW)．黒線，シ
ングルモード精製法．赤線，ミックスモード精製法．シグナル強度の明確な比較を行う




2-3-5.  生体試料への適応 
まず始めに，生体試料分析時の MRM 測定法の有用性を検証した．同一のシロイヌナ
ズナ乾燥種子 (10 mg DW) 抽出・精製サンプルをフルスキャンモードと MRM モードで
の測定結果の一例を図 2-9 に示した．フルスキャンモードで DHZR のピークは検出され
なかったが，MRM モードの測定においては，はっきりとピークが確認された．続いて，
分析系の高感度化が実サンプル測定において有用であるのかを検討した．抽出・精製後
のシロイヌナズナ乾燥種子 (10 mg DW) サンプル中のサイトカイニン類をキャピラリ






果を表 2-9 に示した．また，検出されたホルモン類のナノフローLC/MS/MS クロマトグ
ラム結果の一例を図 2-11 に示した．ZOG，ZR，DHZR，iP，iPR，ABA-GE，IAA，ABA
が生体サンプルから定量された．また，播種後 40 日目のシロイヌナズナロゼット葉に
おけるサイトカイニン類 (ZOG，ZR，iP) の内生量は，これまでの報告 (播種後 55 日
目のシロイヌナズナロゼット葉) 61と類似しており，また報告されたシロイヌナズナ乾
燥種子中の内生 ABA の定量結果は，(4.1 ± 1.0) × 102 pmol/g DW57であり同等の値を示し
た．したがって，当該分析手法は高い精度と正確さを伴って定量分析が実施可能であっ
た．また，タバコ乾燥種子においては，わずか 17 粒 (1 mg DW) から数種のホルモン類
の定量に成功したことから，分析系の高感度化によって出発材料をさらに減らすことが
可能であることを示した．さらに，自作したスプレイヤーチップ一体型ナノフローカラ













図 2-9．フルスキャンモードと MRM モードでの実サンプル測定における比較． 
シロイヌナズナ乾燥種子 (10 mg DW) からの抽出・精製サンプル．(A) フルスキャンモ
ードでの DHZR (m/z 354) のキャピラリーLC/MS クロマトグラム．(B) MRM モードでの













図 2-10．(A) キャピラリーLC/MS/MS と (B) ナノフローLC/MS/MS における実用的感
度比較． 
シロイヌナズナ乾燥種子 (10 mg DW) からの抽出・精製サンプル．(A) キャピラリー




表 2-9．ナノフローLC/MS/MS によるモデル植物の網羅的植物ホルモン定量分析結果 
  シロイヌナズナ タバコ 
化合物 
乾燥種子 実生 a ロゼット葉 b 乾燥種子 乾燥種子 葉 c 
10 mg DW 100 mg FW 100 mg FW 10 mg DW 1 mg DW 100 mg FW
(pmol/g DW) (pmol/g FW) (pmol/g FW) (pmol/g DW) (pmol/g DW) (pmol/g FW)
ZOG 2.3 ± 0.6 6.2 ± 1.1 13 ± 1 3.5 ± 0.5 5.7 ± 1.4 6.2 ± 1.4 
Z n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
DHZ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
ZR 3.5 ± 0.6 26 ± 1 3.1 ± 0.7 0.28 ± 0.07 n.d. n.d. 
DHZR 3.9 ± 0.4 0.66 ± 0.19 0.43 ± 0.05 1.7 ± 0.2 3.1 ± 1..0 1.0 ± 0.2 
iP n.d. 4.5 ± 0.8 1.6 ± 0.2 n.d. n.d. n.d. 
iPR 0.91 ± 0.19 23 ± 2 12 ± 5 0.98 ± 0.13 1.1 ± 0.5 1.1 ± 0.7 
ABA-GE n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
(8.7 ± 1.4)  
× 102 
GA1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
GA3  n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
IAA 
(2.6 ± 0.4)  
× 102 
25 ± 5 
(1.8 ± 0.5)  
× 102 
(2.5 ± 0.3)  
× 102 
(2.0 ± 0.3)  
× 102 
(2.0 ± 0.6)  
× 102 
ABA  
(2.9 ± 0.5)  
× 102 
4.8 ± 0.3 38 ± 6 
(3.9 ± 0.6)  
× 102 
(4.8 ± 1.0)  
× 103 
(1.5 ± 0.2)  
× 103 
GA4  n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
GA7 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 
a 播種後 12 日目の実生サンプル．b 播種後 40 日目のシロイヌナズナロゼット葉サンプ


































図 2-11．検出された植物ホルモン類のナノフローLC/MS/MS クロマトグラム． 
(A) シロイヌナズナ乾燥種子 (10 mg DW) サンプル．(B) 播種後 60 日目のタバコ葉．
各 MRM クロマトグラム中の下線付きの数字は最も高いピーク強度を示す．矢印は ZR，
ZOG をそれぞれ示す．  
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2-4.  考察 
本章では，ナノフローLC に世界的にユーザー数の多い ITMS を接続することによっ
て LC/MS/MS 分析系の高感度化を図り，サイトカイニン，アブシシン酸，オーキシン，
ジベレリンの 4 種の網羅的植物ホルモン定量分析系を構築することを検討した． 
高感度かつ安定な分析系を構築するためにスプレイヤーチップ一体型ナノフローカ
ラムを作製した．当該カラムはスプレイヤーチップ先端まで充填剤が詰まっているため
安定なスプレーが可能であり，またカラム分離後のデッドボリュームは 2 pL 以下であ
ることから，代謝物は分離後直ちにスプレーされることでピークのブロードを抑制でき
た (図 2-3)． 
次に，インフュージョン分析の結果に基づき分析対象の植物ホルモン類の最適な
MRM トランジションを設定した (表 2-5)．しかしながら，Z，GA1，GA3，GA4の化
合物においては，MS/MS で選択したプロダクトイオンのシグナル強度は低い結果と





る QqQMS を用いた場合でも 46，複数のプロダクトイオンの生成を防ぐことはできな
いため同様の問題は生じていると考えられる． 
植物ホルモン類の最適な LC 分離の条件と MS での分析条件を組み合わせることで，
内径 0.3 mm のカラムを用いたキャピラリーLC/MS/MS，または内径 75 m のスプレイ
ヤーチップ一体型カラムを使用したナノフローLC/MS/MS 分析系を構築した．また，負
イオンモードでのナノフローLC/MS/MS 分析は我々が最初の報告であった．ナノフロー
LC/MS/MS 分析系の検出感度はキャピラリーLC 分析系と比べて約 10 倍向上し，数種の
植物ホルモンにおける検出感度は fmol 以下を達成した．標準物質による当該分析系の



















抽出・精製法の最適化においては，シロイヌナズナの芽生え後の植物体 (100 mg FW) 






析するためには，MS 内部でイオンを選択的に分離する MRM 法測定を実施したとして
も十分な精製操作が必要であり測定結果に強く影響を与えた (図 2-8)．以上のことから，
網羅的に植物ホルモンを観測するためには，シリカベースの逆相担体や Oasis HLB のみ
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では不十分であると考えられた．しかしながら，QqQMS を用いた MRM 分析において
は，シリカベースの逆相担体の精製のみ 46，もしくは未精製の抽出物 50から網羅的にホ
ルモン類を観測できている．今回評価に用いた植物サンプルと生育時期や植物種が異な











定量するためには，MS 内部での MRM 法による特定イオンの単離性能に頼るしかない
と考えられる． 
続いて，構築した高感度定量分析系と最適化した前処理法を用いて生体試料の測定を
行った．その結果，MRM 測定法の有効性 (図 2-9) と分析系の高感度化の有用性 (図










ある cis-ZR ではないかと考えられる 62．同様に，図 2-11 B において示した ZOG (図中
矢印) と同じ MRM トランジションで検出されたもうひとつのピークは，trans-ZOG の
幾何異性体である cis-ZOG，もしくは構造異性体である trans- or cis- zeatin 7- or 9- 




燥種子 (発芽試験 0 時間のサンプル) 中の定量結果によると，Z，GA1，GA3，GA7は検
出されておらず，GA4のみが 75 pmol/g FW 検出されている 24．Novák らが行ったシロイ
ヌナズナの芽生え 10 日後のサンプルにおいては，検出された Z と DHZ の内生量はそ
れぞれ 0.61 ± 0.16，0.02 ± 0.01 pmol/g FW62と極めて微量であった．このように，検出で
きなかった植物ホルモン類の内生量が比較的少ないことも要因の一つであると考えら
































を遮断する (図 3-1)．また本操作法を以後 EOL (Excision of organs above the rosette leaves) 














詳細な関係性は不明である 75．EOL 処理により処理後 2 時間においてサイトカイニン合
成のキー酵素であるイソペンテニルトランスフェラーゼ 76をコードする遺伝子，AtIPT3





















































本研究ではタバコ遺伝子組換え体 ZW-2 (Brevundimonas sp.由来の-carotene ketolase，
CrtW ならびに-carotene hydroxylase，CrtZ 遺伝子の葉緑体形質転換) を実験材料として
使用した．本遺伝子組換え体は葉においてアスタキサンチンを高蓄積させるのに成功し
たカロテノイド代謝改変体である 77．一方，カロテノイド代謝系の下流には，植物ホル





3-2.  実験方法 
3-2-1.  実験材料 
播種後35日目のシロイヌナズナ (ecotype, Columbia) の抽台茎を切除した (EOL処
理) ．EOL処理5時間後にロゼット葉をサンプリングし，主脈部分とその他の部分をそ
れぞれ100 mg FWずつ取り分けた．コントロールサンプルは，EOL処理無しのものとし





3-3.  結果 




示した．EOL 処理に伴い，主脈とそれ以外の葉身の両部位とも ZR，iP，iPR の内生量
増加が確認された (図 3-4 A1, B1)．図 3-4 A2, B2 に示したトータルのサイトカイニン量
の比較解析においても統計学的に有意な差が認められた．また，ZOG は主脈部分より




















図 3-3．EOL 処理の有無によるロゼット葉のサイトカイニンプロファイリング． 
白色のバー，EOL 処理無し (コントロール)．黒色のバー，EOL 処理．(A) 葉の主脈サ
ンプル，(B) 主脈を除いた残りの部分．(A1, B1) 各々のサイトカイニン内生量，(A2, B2) 




3-3-2.  タバコ遺伝子組換え体の網羅的植物ホルモンプロファイリング 
タバコ WT と ZW-2 の葉における網羅的植物ホルモンプロファイリング結果を図 3-4
に示した．ZW-2 は ABA-GE，ABA の内性量は WT に比べ減少していた (図 3-4 B)．一




















図 3-4．タバコ WT と ZW-2 の葉における網羅的植物ホルモンプロファイリング． 
白色のバー，WT．黒色のバー，ZW-2．(A1) サイトカイニン，(A2) トータルサイトカ








した．EOL 処理に伴い，主脈とそれ以外の葉身の両サンプルとも ZR，iP，iPR の内生
量増加が確認された (図 3-4)．また，ZOG は貯蔵型サイトカイニンとしての役割がある


















一方，アスタキサンチン増産タバコ ZW-2 と WT の葉におけるホルモンプロファイリ






























産物を de novo 合成することが知られており，これまで多くの植物から特有の化合物







素 (reactive oxygen species, ROS) の生産や細胞死 (programmed cell death, PCD) のよ








解析手法は精力的に開発されている 27, 88．酵素活性染色 89 や酵素組織化学 90，RNA ハ
イブリダイゼーション 91, 92 のような in situ 法は酵素やタンパク質，mRNA の組織内局
在を検出する手法である．しかしながら，タンパク質や RNA といった高分子ではなく，
特定の二次代謝物といったような低分子を複数の類縁体の存在する中で選択的に検出
することのできる in situ 分析用のプローブを開発することは容易ではない．レーザーキ
ャプチャーマイクロダイセクション (laser-capture microdissection, LCM) 法やレーザー
マイクロダイセクション (laser microdissection, LMD) 法は均一な細胞集団を顕微鏡下
で大量に取得し，組織特異的な遺伝子の発現を調べることができる 93-95．また，LMD
法を用いて，ディラトリス・ピランシー (Dilatris pillansii) の分泌腔 (secretory cavity) や
オウシュウトウヒ (Picea abies) の石細胞 (stone cells) など形態学的に特殊な組織を大
量に回収し，極低温核磁気共鳴分光法 (cryogenic proton nuclear magnetic resonance 






ため定量性が問題となる．植物においてはオオツツラフジ (Sinomenium acutum) の茎組
織におけるアルカロイドの空間分布を半定量的に分析した例が報告されている 99．以上



























4-2.  実験方法 
4-2-1.  試薬 
アベナンスラミド A (N-(4-hydroxycinnamoyl)-5-hydroxyanthranilic acid, avenanthramide 
A)，アベナンスラミド B (N-(3-methoxy-4-hydroxycinnamoyl)-5-hydroxyanthranilic acid)，







アデニンジヌクレオチド酸化型 (NAD+) はオリエンタル酵母 (東京) から購入した．
5-(6-)-クロロメチル-2',7'-ジクロロジヒドロフルオレセインジアセテート 
(CM-H2DCFDA) はMolecular Probes (Eugene, OR, USA) から，ヨウ化プロピヂウム (PI) 
は和光純薬から購入した．ギ酸は和光純薬のHPLCグレードのものを使用した． 
 
4-2-2.  実験材料 
エンバク (Avena sativa) の発芽を促進させるために種子を24時間，4°Cで吸水させた．








4-2-3.  キャピラリーLC/MS/MS 分析条件 
サンプルを保持・濃縮させるためのプレカラムとして 300 m × 5 mm，粒子径 5 μm，
Inertsil ODS-3 C18 カラム (Dionex) を用いた．ローディングポンプの移動相には 0.1%の
ギ酸水溶液を用いて，流速 10 L/min に設定した．分析系へのサンプル注入量は 5L
に固定した．サンプルは 5 分間プレカラムに保持・濃縮され，その後，バルブを操作す
ることで流路を切り替え，サンプルをキャピラリーLC カラムに送液した．分離のため
のキャピラリーLC カラムは 300 m × 150 mm，粒子径 3 μm，Inertsil ODS-3 C18 カラム 
(GL Sciences) を使用した．移動相の溶媒組成は水/アセトニトリル/ギ酸 (95/5/0.1，体積
比)，(A 液)，アセトニトリル/水/ギ酸 (95/5/0.1，体積比)，(B 液) とした．流速は CAP-200
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スプリッター (Dionex) を用いて 4 L/min に設定した．グラジエント条件は，B 液
30–90% (15 分間)，90% (5 分間)，3 分後初期状態に戻し 7 分間カラムの平衡化を行った．
LC分離時間の合計は30分であった．MRMモードでのキャピラリーLC/MS/MS分析は，
負イオンモードにて実施した．MRM モードでの最適化した MS/MS パラメータは次の
ように設定した．ターゲットマスは m/z 300，走査範囲は m/z 50–800，走査速度は 13,000 
u s–1，ネブライザーガス圧力は 9.0 psi，ドライガス流量は 4.0 L/min，ドライガス温度は
250°C，キャピラリー電圧は 2.8 kV，サンプル安定度は 100%，トラップ駆動レベルは
50%，ターゲットイオン数は 10,000，最大イオン蓄積時間を 100 ms に設定し積算回数
は 7，MRM トランジションにおけるフラグメント振幅電圧は 1.0 V に設定した．アベナ
ンスラミド A, B の定量を行うための検量線作成は，以下の濃度に示した混合標準品溶
液を使用して行った．0，2.5，12.5，25.0，125，250，1,250 nmol/L (全ての水溶液は 125 




4-2-4.  ナノフローLC/MS/MS分析条件 
ナノフローLC は，2-2-4.の方法に従いスプレイヤーチップ一体型ナノフローカラム 
(75 m × 150 mm，Nucleodur C18 Gravity，粒子径 3 μm，ポアサイズ 120-Å，ケムコ，大
阪) を作製し使用した．流速は CAP-75 スプリッター (Dionex) を用いて 350 nL/min に
設定した．分析系へのサンプル注入量は 10L に固定した．その他の LC 条件は，4-2-3.
でのキャピラリーLC 分析時と同じ条件で行った．最適化した MS/MS パラメータは次
のように設定した．ターゲットマスは m/z 300，走査範囲は m/z 50–800，走査速度は 13,000 
u s–1，ドライガス流量は 3.0 L/min，ドライガス温度は 150°C，キャピラリー電圧は 1.5 kV，
サンプル安定度は 100%，トラップ駆動レベルは 50%，ターゲットイオン数は 10,000，
最大イオン蓄積時間を 100 ms に設定し積算回数は 4，MRM トランジションにおけるフ




30 nmol/L (全ての水溶液は 10 nmol/L の 13C2アベナンスラミド A, B を含む)．検量線作
成は 4-2-3.で示した同様の方法で行った． 
 
4-2-5.  エンバク葉切片サンプルの調製法 
エリシター処理，もしくはコントロール処理を施した直径1 cmのエンバク葉切片を2
枚ずつ (約12.4 mg FW) 経時的にサンプリングを行い，その後，直ちに液体窒素で凍結
させ，サンプルの抽出時まで–80°Cで保存した．2-mLチューブ内で–80°Cで保存してい





800 Lを回収し1回目の抽出液と混合した．サンプル抽出液は遠心濃縮機 (タイテック) 
を使用して溶媒を除去した後に1 mLの10%メタノール水溶液で再溶解させた．再溶解さ
せたサンプルはあらかじめ1.5 mLのメタノールで活性化し1.5 ｍLの純水で平衡化させ
た30 mg Oasis HLBカートリッジ (Waters) に導入した．アベナンスラミドA, Bは1 mLの
アセトニトリル/水/ギ酸 (70/30/0.1，体積比) 溶液で溶出させ回収した．溶出液は遠心濃
縮機で乾燥させた後に，100 Lの0.1%ギ酸水溶液 (125 nmol/Lの13C2アベナンスラミド
A, Bを含む) で再調製し，0.45 mフィルター (GL Sciences) に通したものをキャピラリ
ーLC/MS/MS分析系に供した． 
 
4-2-6.  高空間分解能での生細胞サンプリング法 
レーザーシングルセルサンプリングは以前に報告した手法 104 を一部改良して行った．
本サンプリング装置は V2A ミラーセット (励起波長，380–420 nm；蛍光波長，450– nm，
ニコン，東京) と長作動距離対物レンズ (Model CFI Plan EPI SLWD 10，20，50×，ニコ
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ン)，カラーCCD カメラ (HV-D28S，日立国際電気，東京)，マイクロマニュピレーター 
(Model 5171，Eppendorf) を伴った蛍光顕微鏡 (Model Ecrips ME600，ニコン) と ArF エ
キシマーレーザー (波長，193 nm；パルス幅，10 ns) から構成されている．レーザー光
は収束レンズで集光させ紫外線を高効率で透過する中空ファイバー105 (外径，680 m；
外径，500 m，綜研化学，東京) を介して最終的にマニュピレーター先端にセットした
先端径 1 m の石英チップから標的葉肉細胞に照射した．使用した石英チップは石英ガ
ラスキャピラリー (Q120-90-10, Sutter Instrument) をキャピラリープラー (Sutter 
Instrument) で微細加工することで作製した．レーザーのパルス照射 (30 nJ/shot) により
細胞壁が取り除かれ，照射と同時に細胞内容物はテーパー状に加工した石英チップの中
に吸引された．サンプリングした細胞内容物は CCD カメラ (DP70，オリンパス，東京) 
を伴った顕微鏡下 (BX50，オリンパス) で画像を取得して内容量を算出した．その後，
直ちに細胞内容物が入った石英チップの後方から 10 L の 0.1%ギ酸水溶液 (10 nmol/L
の 13C2アベナンスラミド A, B を含む) を添加し，続いてフェムトジェットマイクロイ
ンジェクター (Eppendorf) を用いて石英チップ内に陽圧をかけることで石英チップ先















4-2-7.  ラインスキャンレーザー顕微分光解析条件 
生体試料のラインスキャンレーザー顕微分光解析は以前の研究で構築した方法 103を
使用した．簡潔に測定条件を記載する．本装置はチタンサファイアレーザー (RegA9000, 
Coherent Inc., Santa Clara, CA, USA) により波長 780 nm，振動数 200 kHz で発振させた光
を BBO (-BaB2O4) 結晶に通過させることで発生した波長 390 nm，パルス幅 150 fs の第
2 高調波を励起光源とした．高速スキャンを実現するためにシリンドリカルレンズによ
り y 方向にライン上に集光した．集光した光をオイル液浸対物レンズ (60×，オリンパ
ス) に通しサンプルの焦点調節を行った．200 ps ゲート付 ICCD (PicoStar HR, LaVision, 
Göttingen, Germany) により y 方向の 2 次元蛍光スペクトルデータを取得した．以後，こ
の 2 次元データを「y-マップ」と呼ぶ．y-マップは y 方向が 45 m (y) で蛍光波長範
囲が 417–682 nm () のデータとなる．イメージングはステージを x 方向に移動させ (ス
テップ幅，93.6 nm)， x 軸上の全ての位置で y-マップを取得することで画像を構築し
た．以後，取得したイメージング画像を「x-y イメージ」と呼ぶ．x-y イメージは 60 m 
× 45 m.のサイズである． 
 
4-2-8.  蛍光顕微鏡観察法 
明視野と蛍光像の観察はU-MWU (励起波長，330-385 nm；蛍光波長，410~ nm)，
U-MWUBV2 (励起波長，400-440 nm；蛍光波長475~ nm)，U-MWIBA (励起波長，460-490 
nm；蛍光波長，510-550 nm)，U-MWIG (励起波長，520-550 nm；蛍光波長，580~ nm) の
ミラーセットを伴った蛍光顕微鏡 (BX50，オリンパス)，またはV2A (励起波長，380-420 
nm；蛍光波長，450~ nm) のミラーセットを伴った蛍光顕微鏡 (Model Ecrips ME600，
ニコン) のいずれかを使用した．アベナンスラミドとクロロフィルの自家蛍光はミラー
セット，U-MWU，U-MWUBV2，V2A (励起波長範囲330-440 nm) を用いて観測した．
CM-H2DCFDAシグナルは460-490 nmの励起波長と510-550 nmの蛍光波長で，PIシグナル
は520-550 nmの励起波長と580 nmの蛍光波長で観測した．CM-H2DCFDAとPIはDMSOで
溶解し，PBS buffer (pH 7.4) にて1.7 mol/Lと7.5 mol/Lの終濃度にそれぞれ調整した． 
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4-3.  結果 
4-3-1.  エンバク葉切片のファイトアレキシン定量分析 
アベナンスラミド類はヒドロキシ桂皮酸とアントラニル酸のアミド化合物であり，ま
た菌類の細胞壁構成成分であるキチン断片，ペンタ-N-アセチルキトペンタオースがア
ベナンスラミド A, B を最も強く誘導するエリシターである 80-82．アベナンスラミド A, B
の MS/MS スペクトル，アベナンスラミド A, B，13C2アベナンスラミド A, B のキャピラ
リーLC/MS/MS クロマトグラムを図 4-2 に示した．アベナンスラミドのイオン化は，負
イオンモードが良好であった．非標識体および，標識体の MRM トランジションを図
4-2 C に示した．また，キャピラリーLC/MS/MS 定量分析系のバリデーション結果を表
4-1 に示した．アベナンスラミド A と B は完全なベースライン分離はできず，一部同時
溶出しているが，それぞれの 13C2標識体を内標とし MRM モードで測定することで定量
分析は可能であった． 
約 10 mg FW のエンバク葉切片を用いて葉肉組織表層全体にエリシター処理，または
コントロール処理を施し，経時的にサンプリングを行った．その後，各サンプルを抽出
精製し，細胞内のアベナンスラミド A, B をキャピラリーLC/MS/MS 分析系にて定量し
た結果を図 4-3 に示した．ペンタ-N-アセチルキトペンタオース溶液にてエリシター処
理を行った結果，処理後 12 時間からアベナンスラミド A, B は検出され，処理後 24 時
間にかけて細胞内の生合成量は増加した (図 4-4 A, B)．一方，コントロールである蒸留
水，または N-アセチル-D-グルコサミン溶液にて処理したサンプルからは，アベナンス
ラミド A, B は検出されなかった (図 4-4 A, B)．この結果から，ペンタ-N-アセチルキト
ペンタオース溶液は特異的なエリシターとして作用することが確認された．エリシター
処理による細胞内のアベナンスラミド A の生成量は，アベナンスラミド B よりも約 3
倍高かった．単位面積あたりの葉肉組織表層の平均葉肉細胞数は，100,000 m2 あたり
127 ± 16 細胞 (平均値 ± 標準偏差，n=3) でありアベナンスラミド A, B のバルク分析の
結果から 1 細胞あたりの平均生合成量を算出した (図 4-4 C, D)．処理後 24 時間のサン
プルにおいては 1 細胞あたりアベナンスラミド A を 2.4 fmol，アベナンスラミド B を
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図 4-2．アベナンスラミド A, B のフラグメントパターンとキャピラリーLC/MS/MS ク
ロマトグラム． 
(A) アベナンスラミド A の負イオンモードでのプリカーサーイオン (m/z 298) とプロ
ダクトイオン (m/z 254)．(B) アベナンスラミド B の負イオンモードでのプリカーサー
イオン (m/z 328) とプロダクトイオン (m/z 284)．(C) アベナンスラミド A, B，13C2アベ




表 4-1．キャピラリーLC/MS/MS によるアベナンスラミド A, B のバリデーション  
対象化合物 
再現性，RSD (n=3) (%) 検量線 直線範囲 検出限界
保持時間 a ピークエリア b R2 (fmol) (fmol)c 
[12C]/[13C]アベナンスラミド A 0 6.2 0.997 62.5–6250 22.9 
[12C]/[13C]アベナンスラミド B 0 11.9 0.999 62.5–6250 38.6 



















図 4-3．バルク分析に基づく経時的なアベナンスラミド A (A, C), B (B, D) 生成量． 
0 時間は処理開始を表す．1 mmol/L のペンタ-N-アセチルキトペンタオース溶液 (■)，1 
mmol/L の N-アセチル-D-グルコサミン (▲)，蒸留水 (●)．(A) アベナンスラミド A の内
生量の経時変化，(B) アベナンスラミド B．(C) エリシター処理サンプルにおける表層
の処理を施した 1 細胞あたりのアベナンスラミド A 平均生合成量を算出，(D) アベナン
スラミド B．平均値 ± 標準偏差 (n=3)． 
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4-3-2.  葉肉細胞におけるエリシター応答時の細胞内変化の観測 






観測された (図 4-5)．1 種目はコントロールサンプルやエリシター処理後まもないサン
プルにおいて通常観察できる正常細胞でこれらをセルフェーズ 0 と定義した (図 4-5 
A2)．2 種目はエリシター処理サンプルにおいて，処理後約 12–24 時間で数多く観測さ
れる葉緑体が著しく凝集した細胞で，これらをセルフェーズ 1 とした (図 4-5 B2)．3 種
目はエリシター処理サンプルにおいて，処理後約 24–48 時間で数多く観測されたクロ
ロフィルの自家蛍光が弱まりクロロフィルとは異なる蛍光波長特性を持つ細胞で，これ
らをセルフェーズ 2 と定義した (図 4-5 C2)．これらセルフェーズ 0–2 の細胞は，明視






































(A1-E1) 明視野像，(A2-E2) 蛍光像．(A2, B2) U-MWU のミラーセットを使用，(C2) 
U-MWUBV2，(D2, E2) V2A．(A) コントロール処理 (蒸留水) 12 時間のサンプル，(B) エ
リシター処理 12 時間，(C) エリシター処理 24 時間．(D, E) タイムラプス観察，(D) エ





の明視野像と蛍光像，および 36 時間後の明視野像，蛍光像を図 4-5 D1, D2，図 4-5 E1, E2
にそれぞれ示した．処理後 26 時間において主にセルフェーズ 1 やセルフェーズ 2 の細
胞が観測され，その 10 時間後にはセルフェーズ 2 を示す細胞が増加した．また，セル
フェーズ 2 は，セルフェーズ 2 となった細胞の隣接細胞から順に変化する様子が観測さ
れた．また，図 4-5 D2, E2 において矢印で示した細胞に着目すると，葉緑体の凝集を示
すセルフェーズ 1 からセルフェーズ 2 に変化していることが観測され，エンバクの葉肉
細胞はエリシター応答に伴い，セルフェーズ 0 から 1，2 へと変化することが示された． 
 





た．バルク分析の結果から算出した1細胞あたりの平均生合成量 (図4-3 C, D) を考慮し
た結果，各セルフェーズの細胞内容物に含まれるアベナンスラミドA, Bの定量を行うた
めにはキャピラリーLC/MS/MS分析系の検出感度では不十分であった． 






た．また，アベナンスラミド A, B の定量範囲は 5–300 fmol であった．第二章での植物
ホルモン類の分析結果と同様に，ナノフローLC/MS/MS の検出感度はキャピラリー
LC/MS/MS よりも約 10 倍向上した．また，数 10 pL のサンプルを直接ナノフロー
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LC/MS/MS 分析系に注入することはできないため，13C 標識体を含む 10 L の 0.1%ギ酸




各セルフェーズにおけるアベナンスラミド A, B の定量結果を図 4-6 に示した．アベ
ナンスラミド A, B の細胞内濃度はセルフェーズの進行に伴い増加し，両者に相関関係
があることが示された．よって，セルフェーズ 2 の蛍光 (図 4-5 C2) はアベナンスラミ
ド A, B の自家蛍光である可能性が示唆された． 
 
表 4-2．ナノフローLC/MS/MS によるアベナンスラミド A, B のバリデーション 
対象化合物 
再現性，RSD (n=3) (%) 検量線 直線範囲 検出限界 
保持時間 a ピークエリア b R2 (fmol) (fmol)c 
[12C]/[13C]アベナンスラミド A 1.5 1.0 0.996 5–300 1.8 
[12C]/[13C]アベナンスラミド B 2.1 3.1 0.995 5–300 2.1 










図 4-6．各セルフェーズのアベナンスラミド A, B 定量分析結果． 
(A, B) 各セルフェーズのアベナンスラミド A, B 細胞内濃度．平均値 ± 標準偏差 (n=4)．











セルフェーズの特徴を現した y-マップを図 4-7 A2, B2, C2 にそれぞれ示した．セルフ
ェーズ 0 の y-マップにおいては，460 nm 付近の「短波長成分」と 650- nm の「長波長
成分」の 2 成分であるのに対して，セルフェーズ 1 と 2 の y-マップでは，460 nm 付近
の短波長成分が消失し，510 nm 付近の「中波長成分」が観測された．短波長，中波長，
長波長成分は，図 4-8 に示した蛍光特性と以前の報告 103から，ピリジンヌクレオチド
である NAD(P)H，アベナンスラミド (図 4-8 B のスペクトル波形から主成分はアベナン
スラミド A)，クロロフィルと帰属できた．次に，これらの 3 成分の蛍光スペクトルの
重複を避けた蛍光波長範囲を設定し，各蛍光波長範囲のシグナル強度に基づき各セルフ
ェーズの x-y イメージを構築した．NAD(P)H の蛍光シグナル (417-467 nm)，アベナンス
ラミド (542-592 nm)，クロロフィル (642-692 nm) の x-y イメージを図 4-7 A3-A5，図 4-7 
B3-B5，図 4-7 C3-C5 にそれぞれ示した．  





ンスラミドの微弱蛍光が検出された．セルフェーズ 2 の y-マップにおいては，アベナ




メージ (図 4-7 C4) とクロロフィルの蛍光シグナルを示す x-yイメージ (図 4-7 C5) を比
較した結果，アベナンスラミドの蛍光シグナルとクロロフィルの蛍光シグナルの空間位
置が一致した．また，各セルフェーズにおけるクロロフィル自家蛍光の絶対強度の比率


























図 4-7 の説明 
(A) セルフェーズ 0，(B) セルフェーズ 1，(C) セルフェーズ 2．(A1, B1, C1) 各セルフ
ェーズの x-y 明視野像．(A2, B2, C2) x1における y-マップ (励起波長，390 nm；蛍光波
長，417–682 nm)．(A3, B3, C3) 417–467 nm の蛍光波長強度により構築した NAD(P)H の
x-y イメージ，(A4, B4, C4) 542–592 nm の蛍光波長強度により構築したアベナンスラミ
ドの x-y イメージ，(A5, B5, C5) 642–692 nm の蛍光波長強度により構築したクロロフィ
ルの x-y イメージ．y-マップは 450 nm 付近の短波長成分の強度で標準化したため，650 
nm 以上の長波長シグナルは強度範囲を超えるため白色となる．x-y イメージは成分強度
の比較を行うために各セルフェーズでのクロロフィル強度を 100 とした相対値で示し

















(A) 励起光 390 nm での NADPH (赤線)，NADH (青線)，NAD+ (茶線) 標準溶液の蛍光ス
ペクトル．黒線は P1 (図 4-7 A2) で示した生体試料から取得したスペクトル．(B) 励起
光 390 nm でのアベナンスラミド A (赤線)，アベナンスラミド B (青線) 標準溶液の蛍光




4-3-5.  ファイトアレキシン生合成と過敏化反応との関連性 
近年，ファイトアレキシンの生成と ROS の生成および PCD といった一連の過敏感反
応 (HR) の関連性が研究されている 87．しかしながら，ファイトアレキシンと HR の反
応メカニズムの詳細，特に組織中における空間情報は不明である．そこで，ファイトア
レキシンの顕著な生成が確認されたセルフェーズ 2 を対象として，ROS の生成および
PCD との関連性を検証した．ROS の検出には，ROS 検出蛍光プローブである， 
CM-H2DCFDA を，細胞死判定には PI を用いて 2 重染色により行った (図 4-9)．ROS の
シグナルはアベナンスラミドが顕著に生成した細胞によってのみ検出された (図 4-9 C)．
一方，PI シグナルは ROS シグナル同様，クロロフィルの分解と共にアベナンスラミド














図 4-9．アベナンスラミド生合成と ROS 生成，細胞死との関連性． 
CM-H2DCFDA と PI による 2 重染色を行い蛍光顕微鏡で観察した．(A) 明視野像，(B) ア
ベナンスラミドの自家蛍光 (黄) とクロロフィル蛍光 (赤)，(C) ROS シグナル (緑)，(D) 








測された (図 4-5)．これらの動的な細胞内の変化に基づき，3 種のセルフェーズを定義
した．また，タイムラプス測定によりそのフェーズは 0 から 2 に時系列と共に進行する
ことが観測された (図 4-5 D2, E2)．そこで，セルフェーズの変化とファイトアレキシン
生合成において相関関係があるのかを検証するために高空間分解能でのアベナンスラ
ミド A, B の定量分析を実施した．その結果，フェーズの進行とアベナンスラミド A, B
の生成量の増加に相関関係があることを見出した (図 4-6)．セルフェーズ 2 でのアベナ
ンスラミド A, B の濃度範囲は，それぞれ 4.5–11.7 mmol/L，1.4–2.8 mmol/L であったた
め，バルク分析の結果から算出した 1 細胞あたりの平均生合成量と大きく差が生じた．
これは，個々の細胞のエリシター応答能力に差があることを示していると考えられた．





さらにファイトアレキシン生合成と ROS の生産や PCD のような一連の HR との関連性
を検証した．図 4-7 の結果より，セルフェーズ 0 のような正常細胞においては，NAD(P)H
が細胞質全体に多く蓄積しており (図 4-7 A3)，代謝が活性化されていることが考えら
れた．また，葉緑体は細胞壁に沿って存在していることも確認された (図 4-7 A5)． 
一方，セルフェーズ 1 においては，クロロフィルの蛍光シグナルが細胞の中央に集ま













の興味深い現象は，NAD(P)H のシグナル消失 (図 4-7 B3) とは対照的にアベナンスラミ
ドの蛍光が検出されたことである (図 4-7 B2)．図 4-8 に示したように NAD(P)+は励起光
390 nmで蛍光をもたないことから NAD(P)H のシグナル消失は酸化反応により NAD(P)+
に変換されたためであると考えられる．植物は病原菌の感染応答の際に初期段階におい
て ROS の生産が起こり，この ROS の生産は急激な酸素消費を伴うことからオキシダテ
ィブバーストと呼ばれている 109．オキシタティブバーストは，主に原形質膜に存在す
る NADPH オキシダーゼの活性化により起こると考えられており 110, 111，NADPH の酸化
反応によっって NADP+と O2-が生成し，O2-はさらに H2O2へと変換される． よって，
NAD(P)H の蛍光シグナルの消失は，エリシター応答により ROS の生産が起こっている
ことを反映しているのかもしれない． 
セルフェーズ 2 の y-マップ (図 4-7 C2) においては，アベナンスラミドのシグナル
強度がセルフェーズ1よりも著しく強くなったことからナノフローLC/MS/MSでの定量
結果と一致した (図 4-6)．さらに，アベナンスラミドとクロロフィルの蛍光シグナルの







め 108，アベナンスラミドの生成と PCD の間には深い関係性があることが示唆された． 
そこで，ファイトアレキシン生合成と ROS の生成および PCD との関連性を検証した．
CM-H2DCFDA は，ROS に対する選択性は高くないが，主に過酸化水素 (H2O2) の生成
をモニタリングしていると考えられている 108．H2O2のシグナルはアベナンスラミドが
顕著に生成した細胞によってのみ検出された (図 4-9 C)．よって，図 4-7 B3, C3 で示し
たセルフェーズ 1, 2 における NAD(P)H のシグナル消失は，NADPH オキシダーゼの活
性化により H2O2が生成しオキシタティブバーストを起こしていると考えられた．また，
一連の HR における H2O2生成の役割は，病原菌に対する直接的な攻撃 112やペルオキシ
ダーゼ反応の基質 113として働くと考えられている．エンバクにおいてもエリシター応
答の際にペルオキシダーゼ活性が高くなり，その基質特異性はアベナンスラミド類の中
でアベナンスラミド B が最も高いことが分かっている 85．さらに，アベナンスラミド B
と H2O2の存在下でペルオキシダーゼが作用することによって 2 量体化した過酸化物，
Bisavenanthramides B-1, 2, 3, 4, 5 を生成し細胞壁強化につながっていると考えられてい
る 84．続いて細胞死判定蛍光プローブを用いて観測した結果，H2O2シグナル同様に，セ





























タバコの乾燥種子サンプルにおいては，わずか 17 粒 (1 mg DW) で測定が可能となった．
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